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Recenzja rozprawy doktorskiej na stopien doktora
w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki chemiczne mgr inz. Karoliny Torzyk-Jurowskiej pt.:
»Projektowanie i synteza inhibitorow proteazy kapsydowej
wirusa O’nyong-nyong”

Oceniana rozprawa powstata w Katedrze Chemii Organicznej i
Medycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod opieka
prof. dr. hab. inz. Marcina Sienczyka bedacego promotorem pracy oraz przy
wspotpracy z Laboratorium Wirusologii Virogenetics Matopolskiego
Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego kierowanym przez
prof. dr. hab. Krzysztofa Pyrcia, ktdry petnit role drugiego promotora oraz z
Pracownig Analityki i Nanodiagnostyki Biochemicznej Katedry Technologii
Srodowiska Uniwersytetu Gdanskiego kierowana przez prof. dr. hab. Adama

Lesnera.

Ze wzgledu na ztozono$¢ interakcji wirus-gospodarz w wiekszosci
przypadkéw terapia zakazen wirusowych opiera sie na leczeniu objawow, a
nie przyczyn. Projektowanie lekéw przeciwwirusowych jest z wielu
powodow trudne. Cykl replikacyjny wirusow jest nierozerwalnie zwigzany z
procesami zachodzgcymi w komérce gospodarza, wiec preparaty stosowane
jako inhibitory enzymow czy antagonisci receptorow muszg wykazywac sie
wysoka swoistoscia wobec biatek wirusowych przy braku toksycznosci
wzgledem niezakazonych komodrek gospodarza. Z kolei ze wzgledu na
stopien zréznicowania molekularnego wiruséw  wiekszos¢ lekow
przeciwwirusowych zaprojektowana jest tak, by dziata¢ na okreslony etap
cyklu replikacyjnego okreslonego wirusa, co z kolei ogranicza spektrum ich

zastosowania.
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W zwigzku z powyzszym oraz z faktem, ze do chwili obecnej nie dysponujemy zadnymi
lekami skierowanymi przeciw alfawirusom uwazam podjete przez Doktorantke badania
majace na celu zaprojektowanie, synteze i charakterystyke enzymatyczng fosfonowych
inhibitorow i sond molekularnych serynowe] proteazy kapsydowej wirusa O’'nyong-nyong za

ze wszech miar celowe.

Przedstawiona mi do oceny praca ma dos¢ nietypowy dla tego rodzaju dysertacji uktad
z podziatem na rozdziaty: Streszczenie, Wstep, Wirus O’nyong-nyong, Proteaza kapsydowa
wirusa O’nyong-nyong, Cel Pracy, Badania wtasne, Materiat i metody, Cze$¢ eksperymentalna,
Wykaz stosowanych skrétéw, Podziekowania, Literatura i Dorobek naukowy. Brakuje
zazwyczaj wystepujacych w rozprawach doktorskich rozdziatéw ,Dyskusja” i ,, Wnioski”,
zamiast tego Doktorantka postanowita na zakonczenie poszczegdlnych etapéw badan
opisanych w czesci ,,Badania wtasne” umiescic¢ kazdorazowo krotkie, obejmujgce w wiekszosci
jeden akapit podrozdziaty ,,Podsumowanie i wnioski”, ktorych jest w catej pracy 13. Niestety,
to co Doktorantka prezentuje jako wnioski jest w istocie obserwacjami wynikajgcymi z
przeprowadzonych syntez i doswiadczen. W opinii piszgcego te stowa takie podejscie
umniejsza wartos¢ ocenianej pracy, sugeruje bowiem, iz Doktorantka nie zadata sobie trudu
dokonania syntetycznej, krytycznej oceny swoich dokonan, ktdre, nawiasem mowiac, sg

niemate.

Zasadniczg cze$¢ rozprawy poprzedza ,Streszczenie” w jezyku polskim i angielskim. We
Wstepie, w ktorym Doktorantka wprowadza czytajgcego w problematyke podjetych badan,
akapity opisujgce pandemie grypy z lat 1918-1920 raz SARS-CoV-2 z ostatnich lat mogtyby
by¢ pominiete jako bardzo luzno zwigzane z prezentowang pracg. Tutaj tez umieszczona jest
informacja o o$rodkach, z ktérymi Pani Magister wspofpracowata podczas realizacji swoich
badan. Oczekiwatbym umieszczenia tu réwniez informacji o zZrddtach finansowania
ocenianego projektu, informacja ze strony 52 mowigca, ze cze$¢ wynikdw powstata w ramach
realizacji zadan badawczych objetych projektem finansowanym przez NCN OPUS 15, pt.
,Proteaza CP wirusa O’nyong-nyong: profilowanie substratowe, projektowanie i synteza
inhibitorow oraz sond molekularnych wraz z ich analizg biochemiczng”
(2018/29/B/NZ6/02622, kierownik projektu prof. dr hab. inz. Marcin Siericzyk) wymaga

doprecyzowania.
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W dalszych rozdziatach, ktére mogtyby stanowi¢ podrozdziaty Wstepu opisano w
sposob jasny i w oparciu o dobrze dobrang, najnowszg literature charakterystyke wirusa
O’nyong-nyong opisujgc jego taksonomie, budowe wirionu, cykl replikacyjny, patogeneze
wywotywanych przez niego chordb, znaczenie oraz strukture, funkcje i swoistos¢ substratowa
proteaz kapsydowych alfawirusow ze szczegdlnym odniesieniem do proteazy ONNV. Czesc¢ ta
jest napisana w sposob zwiezty przejrzysty i spojny. Do tej czesci dysertacji nie mam istotnych
uwag natury merytorycznej, mam jednak drobne uwagi natury edycyjnej, ktére mam nadzieje,

beda uwzglednione przy przygotowaniu manuskryptu do publikacji, np.:

O uzywania terminu arbowirus jako synonimu alfawiruséw.

o stwierdzenie ze str. 22: ,,Nukleokapsyd otoczony jest przez warstwe lipidowa
zbudowang z 240 kopii glikoprotein” - nalezy z oczywistych wzgledéw
przeredagowac

o uzywanie terminu otoczka glikolipidowa (rys.3) - otoczka wirusa bedaca
fragmentem bfony komdrkowej w przewazajacej czesci zbudowana jest z
fosfolipidow, nie z glikolipidow, natomiast wirusowe biatka VAP s3
glikoproteinami

o Rysunek 3. Nie mowimy o czgsteczkach wirusowych a o czgstkach lub wirionach

o sugerowatbym rowniez rozbudowanie podpiséw pod rysunkami tak, aby
rysunek, rycina czy tabela stanowity integralng catos¢ i byty zrozumiate bez
koniecznosci szukania informacji w tekscie, np. Rysunek 14 w obecnej postaci

poza walorami estetycznymi nic nie wnosi do pracy.

Rozdziat ,,Cel Pracy” zawiera dane, ktdre zdaniem recenzujgcego winny znalez¢ sie w
innych czesciach rozprawy, znajdziemy tu informacje gdzie zrealizowano prezentowane
badania, z jakimi osrodkami wspotpracowata Doktorantka oraz krotki opis tego czego dotyczy
prezentowana dysertacja jak rowniez dos$¢ zaskakujacg tu uwage, ze czes¢ opisanych w
rozprawie badan nie wchodzi w zakres prezentowanej pracy. Oczywiscie w rozprawach
doktorskich dopuszczalne jest opisywanie rezultatow innych autoréw, ale ich opis powinien
znalez¢ sie we Wstepie, albo, co bardzo wskazane, w Dyskusji, ktorej rozprawie niestety
brakuje, a zdecydowanie nie w ,Celu pracy”, a wyniki te nie powinny by¢ wigczone do

rozdziatu ,Badania witasne”, z czym mamy to do czynienia. Dotyczy to badan nad
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projektowaniem konstruktow proteazy kapsydowej, struktury krystalicznej, mapowania
substratowego, syntezy optymalnych substratéw FRET oraz okresSlenia metodami
modelowania molekularnego sposobu wigzania fosfonowych inhibitoréw i piperazyny z CP

ONNV.

Ponadto w mojej ocenie zamiast powyzszych informacji wstepem do tego rozdziatu

winno by¢ syntetyczne uzasadnienie celowosci podjetych badan, ktérego mi tutaj brakuje.

Nalezy jednakze podkreslic, ze Doktorantka stawia sobie nie budzacych zastrzezen
merytorycznych 6 gtéwnych i 2 dodatkowe cele badawcze, ktore zostaty zredagowane jasno i
precyzyjnie. Cele te doktorantka postanowita osiggngé poprzez, w pierwszym etapie,
zaprojektowanie, synteze i okreslenie wtasciwosci chromogenicznych substratéw dla proteazy
kapsydowej wirusa O’nyong-nyong i w dalszej kolejnosci zaprojektowanie, zsyntezowanie i
okreslenie wtasciwosci kinetycznych inhibitoréw nieodwracalnych protezay kapsydowej
ONNV w oparciu o wilasny test enzymatyczny do oceny aktywnosci biatka CP ONNV t;j.
fosfonowych analogéw 3-indologlicyny, tryptofanu oraz homotryptofanu, oraz estréw
diarylowych kwasdw 1-aminoalkanofosfonowych, oraz nowo zsyntetyzowanych peptydowych
pochodnych fosfonowych jako inhibitorow odwracalnych CP ONNV. Z kolei okreslenie
optymalnej struktury niskoczgsteczkowych sond molekularnych CP Doktorantka postanowita
0siggng¢ poprzez zaprojektowanie i synteze biotynylowanych pochodnych tryptofanu i
okreslenie ich aktywnosci wzgledem CP ONNV. Dwa dodatkowe cele badawcze w mojej opinii
wykraczajg poza ramy recenzowanej dysertacji i winny by¢ przedmiotem odrebnego
opracowania, a zamiast nich nalezatoby przeprowadzi¢ badania cytotoksycznosci

zsyntetyzowanych inhibitorow.

Jako recenzujacy te dysertacje, po analizie rozdziatu ,,Badania wtasne” stanowigcego
zasadniczg czes¢ recenzowanej rozprawy z duzym zadowoleniem stwierdzam, ze cele te Pani
mgr inz. Karolina Torzyk-Jurowska w petni zrealizowata. W opinii wirusologa piszacego te
stowa istotng wartos¢ naukowa niesie okre§lenie parametrow kinetycznych nowo
zsyntetyzowanych fluorogenicznych substratdw proteazy kapsydowej wirusa O’nyong-nyong,
oraz otrzymanie swoistych wobec proteazy kapsydowej wirusa nowych niskoczasteczkowych
biotynylowanych sond molekularnych, bedacych pochodnymi estrow diarylowych kwasow 1-

aminoalkanofosfonowych,
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Niewatpliwie oceniana dysertacji znacznie zyskataby na wartosci gdyby Doktorantka w
rozdziale Badania wtasne wyrdznita podrozdziaty: Wyniki, Wnioski i Dyskusja, ponadto analize
rozdziatu utrudnia fakt wigczenia tu wynikdw otrzymanych przez innych autoréw, np.

Rozdziaty 5.4 i 5.12, o czym wspominatem juz wczesnie;j.

Nalezy podkresli¢, iz prezentowane w rozdziale ,Badania wtasne” wyniki sg rezultatem
wielu eksperymentow, w ktérych adekwatnie stosowano dobrze udokumentowane w
literaturze procedury badawcze. Z przyczyn oczywistych nie jest mozliwe by Doktorantka sama
zaprojektowata i przeprowadzita tak rozlegty projekt. Ustawa o stopniach naukowych i tytule
naukowym okresla, ze rozprawa doktorska powinna stanowié¢ oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, przedstawia¢ wiedze teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie
naukowej, znajomos¢ literatury przedmiotu oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Prezentowana rozprawa bezsprzecznie stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. W zwigzku z tym chciatbym, by w dalszych etapach postepowania
Doktorantka doprecyzowata, ktére eksperymenty przeprowadzita samodzielnie, jaki byt jej
udziat w doswiadczeniach przeprowadzonych we wzmiankowanych w dysertacji zespotach

badawczych, oraz ktére wyniki pochodzg z badan zleconych innym osrodkom.

Kluczowym czynnikiem warunkujgcym wartos$¢ rezultatow prezentowanych badan, ktéry
oddziatywat na uktad inhibitor — enzym jest stabilnos¢ zaréwno strukturalna, jak i funkcjonalna
samego enzymu, moggaca by¢ zroédtem istotnych btedéw w ocenie kinetyki odziatywan nowo
zsyntetyzowanych zwigzkéw z proteazg kapsydowg. Autorka zdaje sobie z tego problemu
sprawe piszac: ,Zauwazono, ze zarowno stezenie, jak i aktywno$¢ katalityczna
rekombinowanych biatek rézni sie pomiedzy kolejnymi preparacjami. Dodatkowo aktywnosé
spadata w czasie przechowywania enzymu. Z tego wzgledu w przeprowadzonych analizach
uzywano biatek w réznym stezeniu, ktére wynikato z aktywnosci proteolitycznej CPA2 i CPA4
danej preparacji”. Uwazam, takie zatozenie za niewtasciwe, zamiast stosowania ,biatka o
roznym stezeniu” nalezato standaryzowac procedure otrzymywania enzymu oraz warunki

eksperymentow.

Rozdziat ,Materiat i metody” jest napisany w sposéb poprawny, metody zastosowane

do oceny kinetyki reakcji enzymatycznych sg prawidtowo dobrane. Obszernego rozdziatu
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»Czes¢ eksperymentalna” zamykajgcego oceniang dysertacje nie podejmuje sie poddac
szczegbtowej analizie, gdyz opisuje on szczegdtowo metody syntez organicznych, z ktorymi na
tym poziomie szczegdtowosci ostatnio miatem do czynienia na trzecim roku studiow, czyli w
czasach, o ktérych zaczynajg zapomina¢ najstarsi gorale. Jednakze, majgc na uwadze wysokg

jakosc¢ pozostatych czesci rozprawy, jestem przekonany, iz i ta czes$¢ jest merytorycznie spojna.

Jak sama Doktorantka stwierdza w swojej rozprawie wirus O’nyong-nyong, ze wzgledu
na ograniczony zasieg i niemalze zerowg smiertelno$é, wzbudza ograniczone zainteresowanie
Swiata nauki i ma mate znaczenie zaréwno z punktu widzenia epidemiologii jak i zdrowia
publicznego. Jakkolwiek mozna dyskutowac z Doktorantkg nad celowoscig wyboru proteazy
kapsydowej wirusa O’nyong-nyong jako modelu do badan swoistosci substratowej i inhibicji
wirusowych proteaz serynowych, to w opinii piszgcego te stowa zaprojektowane i
przeprowadzone przez Panig mgr inz. Karoline Torzyk-Jurowska badania bezsprzecznie sg
celowe i niosg znamiona nowosci naukowe]. Uzyskane wyniki opisane w niniejszej dysertacji
przyczyniaja sie do rozwoju chemii organicznej, a ich niezaprzeczalng wartoscia jest okreslenie
optymalnej struktury tancucha bocznego oraz grupy estrowej estréw diarylowych kwaséw 1-
aminoalkanofosfonowych. Ponadto po raz pierwszy zaprezentowano skuteczne drogi syntezy
fosfonowych analogdéw tryptofanu z wykorzystaniem reakcji a-amidoalkilowania w obecnosci

katalizatoréw kwasowych.

W zwigzku z tym, ze rezultaty prezentowanej pracy niosg istotne wartosci poznawcze,
a ich sita oddziatywania przewaza nad niedociggnieciami redakcyjnymi uwazam, ze
przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr inz. Karoliny Torzyk-Jurowskiej pt.:
,Projektowanie i synteza inhibitorow proteazy kapsydowej wirusa O’nyong-nyong” spetnia
wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 Lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2024, poz. 742, z pozn. zm.) i wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Chemiczne o dopuszczenie mgr inz. Karoliny Torzyk-Jurowskiej do dalszych etapow

postepowania doktorskiego.
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